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Abstract of EP0667352 

Prodn. of collagen (I) comprises: (i) extracting (l)-contg. tissues; (ii) solubilising (I); (iii) removing tissue and cell debris 
from the soln.; (iv) treating the filtered soln. under alkaline conditions, and (v) isolating (I) free from the risk of 
transmitting unconventional transmissible agent (A; prions). Also claimed are: (1) (I) as power or gel prepd. in this 
way; and (2) biological materials made from this (I). 
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Q. 

HI 



i Precede pour ('elimination des prions dans des collagenes et collagenes ainsl obtenus. 



) L'invention concerne I'allmlnatlon des prions 
(ATNC) dans la preparation de collagenes et les 
collagenes ainsl obtenus. 

Le but de l'invention est de fburnir un pro- 
cede pour la preparation de collagenes, d'ori- 
gine animate ou humalne, garanfcsant une 
elimination complete et fiable des prions, tout 
en preservant le plus possible la structure et les 
propriet6a du collagene. 

Ce but est attaint a raide d'un precede pour la 
preparation de collagenes selon lequel on sou- 
met le collagene a un traitement alcalln, carac- 
teris£ en ce qu'il com pre nd les Stapes 
consistant a : 

— extraire les tlssus collageniques ; 

— solubliser le collagene ; 

— ellminer les ddbris tissulaires ou cellu- 
laires presents dans la solution de collagene 
obtenue ; 

— soumettre le collagene en solution fltree a 
un traitement alcalin ; 

— teoler le collagene exempt de rlsques de 
transmission d'ATNC. 
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L'inventlon conceme I'elimination des risque s de 
contamination des prodults blologlques d'extractlon 
par des Agents Transmlssibles Non Conventionnels 
(ATNC), encore appeles "prions". EBe conceme plus 
particulierement un precede garantissant I'e I i mi na- 
tion des prions pour la preparation de collagenes, 
destines notamment a la fabrication de blomateriaux. 

Les risques de contamination des prodults blolo- 
gfques d'extractlon par des Agents Transmlssibles 
Non Conventionnels (ATNC) font actuellement i'objet 
d'dtudes approfondtes. Ces risques ont 6t6 conf irmes 
chez plusleurs especes animates et chez I'Homme. 

En ce qui conceme les especes animates, la 
tremblante du mouton exists dans les elevages de- 
puls plusleurs centalnes d'annees. Depuls 1986, au 
Royaume-Uni, une epiddmje d'EncephaJite Bovine 
Spongiforme (BSE) touche les bovlns et plus de 70 
000 cas ont ete rapportes a ce Jour. L'hypothese au- 
Jourd'hul retenue pour expQquer cette epldemle ca- 
tastrophique de BSE serait ('utilisation de farlnes de 
viande de moutons contamfnes, provenant des equa- 
rissages britanniques, dans I'ali mentation desjeunes 
veaux. Cette hypothese semble indiquer la possibility 
de passage d'une espece a une autre, mSme par vole 
orate, ce qui evldemment a des consequences au 
moins psychologiques et medlatlques pour ce qui 
conceme les risques de transmission a I'Homme. 

Chez rhomme. une maiadie degenerative 
comparable et mortelle est connue depuls des dlzai- 
nes d'annees. II e'agit de la maiadie de Creutzfeldt- 
Jakob (CJD), dont la prevalence dans le monde est 
d'environ 0,6 cas par million d'habitants. La CJD est 
stable a ce niveau depuls qu'elle est identifiee et re- 
censee ; elle ne semble pas en rapport avec les cas 
de tremblante du mouton ou d'epiddmie de BSE. Ce- 
pendant, ('incubation tres longue de ces maladies, 
pouvant attelndre plusleurs dlzaJnes d'annees, ne fa- 
cflfte pas les etudes de correlation ou les observa- 
tions isolees, et renforce les doutes et I'interet des 
mesures de prevention. 

Des cas de transmissions accidentelles de CJD 
a I'Homme ont ete rapportes. La maiadie de Kuru, for- 
me de symptomatologie voislne de la CJD, restraints 
a certalnes tribus anthropophages de Nouvelie Gui- 
nea, a disparu depuls que les rites de prelevements 
et de consommation des cerveaux d'ancetres de- 
funts ont et6 abandonnes, grace aux decouvertes et 
a Taction du Or GADJUSEK. Dee cas de transmission 
de CJD ont ete rapportes en neurochirurgle chez des 
malades ayant et6 au contact d'lnstruments contanru- 
nes, maJ sterilises (BERNOUILLI et coll., 1977 FON- 
CIN etcoll., 1980 WILL et coll., 1982), ou ayant regu 
des greffes de cor nee ou de d ure-mere prelevees sur 
des cadavres (DUFFY et coll., 1974 PRICHARD et 
coll., 1992 ; MASULO et coll., 1989 ; MIYASHJTA et 
coll., 1991 ; NiSBET et coll., 1989 ; POCHIARI et 
coll., 1992). Des transmissions aux neurochirurgiens 
ou a leurs collaborateurs ont ete decrites egalement 



(SCHOENE etcoll., 1981 ; MILLER, 1988;SITWELL 
etcolL, 1988 ; GORMAN etcoll., 1992). 

Par ailleurs, ('utilisation d'hormones extraftes 
d'hypophyses humaines et de tissus nerveux asso- 

5 ties a entraTn6 plusieurs dlzaines de cas de contami- 
nation d'enfants traites pour nanisme, par i'hormone 
de croissance (POWELL-JACKSON et coll., 1985 ; 
KOCH et coll.. 1985 ; GIBBS et coll., 1985 ; TINTNER 
et coll., 1988 ; CROXSON et coll., 1988 ; 

10 MARZE WSKI et cod., 1 988 ; NEW et coll., 1 988 ; M A- 
CARIO etcoll., 1991 ; FRADKIN etcoll.. 1991 ; BU- 
CHANAN et coll., 1991 ; BROWN et coll., 1992 ; BIL- 
LETTE DE VILLEMEUR et coll., 1992) et de deux 
femmes traitees pour sterilite, pardesgonadotrophi- 

16 nes (COCHIUS et coll., 1990). 

A ce jour, seul le tissu nerveux est reconnu par 
i'unanlmite des experts comme source majeure, si- 
non exclusive, d'ATNC. De nombreux autres tissus 
humalns ou animaux sent utilises dans i'irtdustrie bio- 

20 logique et pour I'instant, aucun tissu non nerveux n'a 
ete a I'origine d'une transmission d'ATNC docum en- 
tee et confirmee. Des doutes existent sur les risques 
de transmission d'ATNC a parttr d'organes riches en 
cellules lymphotdes et une classification des tissus 

28 en fonction de ces risques a 6t6 proposee par 
I'O.M.S. : WHO 1991. 

Grace a des modeles animaux particulars, diffe- 
rentes publications rapportent la presence de prions 
transmlssibles dans le placenta de brebis infectees 

30 (PATTISON et coll., 1972 et 1974), ainsi que dans le 
placenta, le plasma et les lymphocytes d'une patiente 
attelnte de CJD (TAMAI et coll., 1992), dans les 
concentres leucocytaJres ou le sang total de patients 
attaints de CJD (MANUEUDIS et coll., 1985) ou de 

as personnes en bonne sante (MANUELIDIS et coll., 
1993). Ces differents travaux et resultats n'ont pas 
ete confirmee par d'autres auteurs (BROWN et coll. 
1984) et les critiques emlses au aujet des conditions 
experimentalee, suspectes de contamination de labo- 

40 ratolre, demandant des confirmations preatabtes a 
toutes conclusions definitives. 

Quelle que solt la reality de ces risques eten I'ab- 
sence de diagnostic prealable de ces ATNC, lefacteur 
de securite le plus f iable pour I'avenir reside dans la 

45 qualite des procedes de purification et/ou d' in activa- 
tion utilises dans la preparation des prodults biologf- 
ques d'extractlon. Aussl, II devlent necessaire, sous 
la press ion des autorltes reglementalres et compte 
tenu des normes de securite mises en place, de pou- 

50 voir garantir I'efflcacite de ces procedes en ce qui 
conceme leurcapaclte a Gllmlnerles ATNC. En outre, 
les exigences de securite pour un prodult dependent 
evldemment des risques assodes a ce prodult, mais 
aussi des benefices apportes aux patients. C'estain- 

65 si que dans tous (es cas ou le benefice pour le patient 
n'est pas majeur, ou dans les cas ou des prodults de 
substitution aussl eff Icaces existent, les produits blo- 
logiques d'extractlon devront fournir le maximum de 
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garanties. 

Les collagenes, d'origlne humalne ou animals, 
qui sont uti Ilses aujourd'hui en ch Irurgle dans de nom- 
breux biomateriaux, font partie de ces produits biolo- 
glques pour les que Is on recherche a garantlr fellml- 5 
nation des prions. Les proprietes des collagenes per- 
mettent leur utilisation comma agents hemostatl- 
ques, guides de reparation tissulanre, produits de 
comblement, adhesifs, lent files corn eon nes, tissus 
reconstitues par des methodes de reticulation. L'lnte- 10 
ret des collagen es est leur excel! ente biocompatibllite 
qui leurpermetd'exercer lafonctfon recherchee, puis 
de dlspa raTtre par resorption en quelques Jours, quel- 
ques semaines ou quelques mois, en fonctlon de leur 
mode de reticulation. is 

II estgeneralement admis que les collagenes ank 
ma ax sont depourvus des risques de transmission 
d'ATNC, notamment pour les ralsons sutvantes : 

- la peau ou (es tendons de jeunes veaux qui 
sont utilises pour la preparation de cottagene 20 
bovin (de type I principalement) n'ont jamais 

ete conslderes comma vecteurs d'ATNC, y 
compris Jorsqu'lls provlennent d'anJmaux ma- 
lades (WH0 1991) ; 

- les anlmaux sources daces tissus provlennent 25 
d'elevages corttroJes, indemnes de BSE, et 
sont soumis a des controles sanitaires rigou- 
reux. 

En outre, les tissus animaux utilises sont quel- 
quefols soumis a des traftements alcallns prealables , so 
destines a I'elimination des poils de la peau etde cer- 
talnes rmpuretes solubles dans ces conditions, en 
particulier des substances proteiques keratiniques et 
elastiques (brevet francais n° 1 568 829, Nov. 1987). 
Les auteurs predsent que les substances collagen}- sg 
ques sont relativement Intactes apres separation. 

Pour certalnes preparations, la peau de Jeune 
boeuf est soumlse, avant tannage, a un t rampage 
dans una solution aqueusa comprenant de la soude 
0,3 a 1 ,0 N avec 1 0 - 25 % (p/p) de sulfate de sodium 40 
et 0,05 - 0,3 M d'un compose amine a une tempera- 
ture de 15 - 25°C ; le temps d'actlon varle de quel- 
ques heures a plusleurs Jours (brevet japonals n° 140 
582 de 1976, NIPPI Incorporated). Dans ces condi- 
tions, les auteurs aff irment que des produits destines 45 
a des applications medicares peuvent etre prepares 
a partir du collagene obtenu, de maniere a presenter 
un tree faible pouvoir antigen ique en profongeant le 
traitement alcalin et en favorisant la decomposition 
des telopeptldes. so 

De meme, le brevet amerlcaln n° 4 511 653 decrit 
la preparation de collagenes humains par traitement 
de tissus placantaires avec de la soude 0,5 M pendant 
48 heures a une temperature inferieure a 10°C. Un 
des avantagas mis en avant par les auteurs est Tell- ss 
mination des virus tels que iTiepatite B dans ces 
conditions alcalines. 

La demande de brevet francais n° 92 00739 de- 



crit un p raced 6 de preparation de collagenes par trai- 
tement alcalin de peaux animates par de la soude (ou 
de la potasse) a une concentration de 1 N pendant0,5 
a 1,5 heures a une temperature ne depassant pas 30 
a 32°C, avant J'extraction du collagene. Les auteurs 
semblent etonnes qu'il n'y ait pas de modification de 
la structure helicoTdale du collagene ni de sa struc- 
ture moleculaire. Us affirmant aussi obtenirdes fibres 
de collagene qui presentent un pouvoir hemostatlque 
1,5 a 2,5 fbis superleur a des fibres de collagene ob- 
tenues par un precede ne se differencial que par 
('absence de I'etape de traitement alcalin. 

II est generalement admis que les traitements al- 
callns sont ef f icaces pour inactiver les ATNC. Le trai- 
tement par de la soude 1 N pendant 1 heure a 20°C 
est reconnu aujourd'hui corrtme Tune des rares solu- 
tions possibles pour la decontamination des produrts 
biologlques. Ce traitement est d'aflleurs recommande 
par I'O.M.S. (WH0 1991) chaque fois qu'il est possi- 
ble. 

Cependant, I'eff taacit6 de ce traitement soude 
depend des conditions expert me ntales et des soci- 
eties d'ATNC (extralts de cerveaux d'anlmaux Infec- 
ted) ud I [sees dans les modeles animaux. 

En effet, P. BROWN et cofl . , (1 984) decrivent une 
reduction d'infectivite de 5,5 Iog10 DL50 d'une sou- 
che de CJD apres traitement par de la soude 0,1 N 
ou 1 N pendant 1 heure. Avec cette souche de CJD, 
aucune Infectivite residuelle n'est detectable. 

P. BROWN et con. (1986) decrivent egaiement 
des reductions d'infectivite ,de plus de 5 log10 DL50 
pour une souche de CJD et plus de 6,8 log 10 DL50 
pour une souche de tremblante de mouton apres trai- 
tement par de la soude 1 N pendant 1 heure. Aucune 
infectivite residuelle n'est detectable dans les deux 
cas. Une infectivite residuelle est observes dans le 
cas d'un traitement par de la soude 0,1 N. 

Tandis que Dl MARTI NO et coll. (1 992) decrivent 
une reduction d'infectivite de 6 log 10 DL50 pour une 
souche de tremblante apres traitement par de la sou- 
de 1 N pendant 1 heure a temperature ambiante, avec 
cependant une infectivite residuelle detectable dans 
I'echantillon contamine, traite a la soude et injects 
non difue. 

Face a cat etat de la technique, la deposante a 
voulu tester Tefficactte relative du traitement par 
NaOH 1 N pendant 1 heure a une temperature voislne 
de 20°C en particulier pour des collagenes aborigine 
placentaire. 

Ce traitement a Gte applique a un broyat de tissus 
placentaires contamines par un broyat de cerveau de 
souris infects par la souche de tremblante de mouton 
NIH C 506/M3 au sbdeme passage. L'antmal d'expe- 
rience etait la souris C57B16. Apres traitement des 
tissus par 5 volumes de NaOH 1 ,2 N pendant une 
heure, les collagenes ont ete precipttes par addition 
d'HCI Jusqu'a pH voisin de 3 a +8°C. Le preclplte ob- 
tenu a ete recueilli par centrif ugation, puis soumis a 
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plusieurs lavages a temperature amblante par un me- 
lange acetone-eau 80:20 v/v et enfln lavage par de 
Facetone pure pour obtenir, apres secnage sous flux 
lamlnahre, une poudre collagenous. Cetta poudre coU 
fagenique a ete dlgeree par de la collagenase, de ma- 
nure a obtenir une solution flulde, et Injectee en to- 
talite par fractions de 20 uJ a des sourls par vole In- 
tracerebrale au niveau de rhippocampe droit 

Des essal9 ont ete realises en parallele sur des 
tissus contamines non soumis au traltement alcann 
servant de temoin posltif, ou d'autres essais realises 
a partir de tissus placentaires non contamines ser- 
vant de temoin negatlf. 

II a ete alnsl possible de con dure que le tralte- 
ment soude 1 N appl)qu6 pendant 1 heure a une tem- 
perature volslne de 20°C ne permet pas d'inactrver 
completement la souche de tremblante utilises. A par- 
tir d'un titre infectieux de depart de 10 s DL50/g de 
broyat de cerveau, seule une Inactlvatlon d'environ 4 
log 1 0 DL50 a ete observes. 

Contra Irement aux resultats anterieurs pu biles, 
plus optimistes, il n'est done pas Evident d'obtanir, a 
partir de tissus volontairement contamines au preala- 
ble par des ATNC, des preparations de collagene 
completement debarassees des risques de presence 
residuelle d'ATNC. 

II est certain que ces resultats laissent planer un 
doute tree important sur la possfoilite de valider les 
proc6d6s de purification des collagenes, meme lors- 
qu'une etape de traitement alcalin est presente. 

Le but de la presente Invention est de fournir un 
precede pour la preparation de collagenes, d'orlgine 
animale comma d'orlgine humaine, garantissant une 
elimination complete et f iable des ATNC. 

Le but de Invention est encore de realieer une 
inactivation totale et f labte des ATNC tout en preser- 
vant la structure et les proprletes des molecules de 
collagene solubles. 

Un autre but de Invention est enfln de def inir les 
conditions optimales du traltement alcalin applique a 
des collagenes en solution. 

A cette fin, I'invention a pour objet un precede 
pour la preparation de collagenes selon lequel on ex- 
trait les tissus collageniques et on solubilise le colla- 
gene, le collagene etant soumis a un traitement alca- 
lin, caracterise en ce que, en vue de ('elimination des 
ATNC II comprond les etapes consistent a : 

- extraire les tissus collageniques ; 

- solubiliser le collagene ; 

- eli miner les debris tlssulalres ou cellulaires 
presents dans la solution de collagene obte- 
nue ; 

• soumettre le collagene en solution a un traite- 
ment alcalin ; 

- isoier le collagene exempt de risques de trans- 
mission d'ATNC. 

L'inventlon a egalement pour objet les composi- 
tions a base de collagene ou de ses derives obtenues 



par le precede preclte, examples de risques de trans- 
mission d'ATNC alnsl que les blomaten'aux realises a 
partir des collagenea obtenus. 

Les inventeurs ont decouvert, d'une manlere sur- 

5 prenante, que tout risque de contamination residuelle 
par des ATNC pouvait etre ecarte lors de la prepara- 
tion de collagenes, qu'ils sclent aborigine animale ou 
humaine, d'une part, en eJimlnant les debris tissul ai- 
res ou cellulaires presents avec le collagene preala- 

10 clement a son traitement alcalin et d'autre part, en 
realisant ledtt traltement alcalin dans des conditions 
speciflques. 

Ainsi, selon reinvention, le problemede i'efficacite 
et de la f iabilite du traitement d'in activation des ATNC 

16 est resolu notamment en procedant, apres extraction 
des tissus collageniques selon des methodes dassi- 
ques, a I'elirnlnation des debris tissulaires ou cellulah 
res par filtration sur una membrane de porosite infe- 
rieure ou egale a 1 ,2 n, ou par tout moyen com/enable 

20 domination des debris, par exemple centrifugatlon, 
puis en procedant au traitement alcalin du collagene 
en solution. 

Cette etape de filtration impose, toutefois, de 
n'utlllser que des collagenes solubtlises au prealable, 

25 solt par digestion enzymatique des liaisons covalen- 
tes reliant lea chaines de collagene entre elles, soit 
par coupure alcallne de ces m ernes liaisons. 

II est essentlel de noter ici que les methodes de 
traltement alcalin des collagenes, connues jusqu'a ce 

30 jour, etaient toujours appliquees aur les tissus sotl- 
des, puisque leur but etait, au mleux, de solubiliser 
partteilement ces collagenes et d'eilmlner certalnes 
Impuretes. 

En outre, les conditions de traitement a la soude, 
35 permettant d'inactiver les ATNC et, parail element, de 
preserver les proprletes de solutions de collagene, 
n'6talent pas encore connues. 

Un objectlf important de l'inventlon est done d'as- 
surer I'inactrvatlon eff Icace des ATNC tout en preser- 
40 vant le plus possible la structure et les proprletes du 
collagene. 

Aussi, conform ement a Hnvention, seul le tralte- 
ment alcalin, applique sur une solution de collagene 
prealablement solubilise et f litre, permet d'eHminer 
45 toute trace d'ATNC, lorsqu'il y a eu contamination vo- 
lontalre du tlssu cdlagenlque initial. 

Le traltement alcalin conforme a I'invention 
consiste a ajouter, a une solution de collagene, de la 
soude dont la concentration est comprise entre 0 f 1 N 
so et 2 N et a laisser agbr pendant environ 1 heure sous 
agitation, a une temperature de rordre de 20 Q C. 

Selon l'inventlon, on definrtavantageusement les 
conditions de traitement en fonction du type de col- 
lagene. 

59 Pour les collagenes de type 1 ou 111 en solution et 

prealablement f litres a I'etat dilue sur membranes de 
porosite inferieure ou egale a 1,2 micron, les condi- 
tions de traltement alcalin sontavantageusementune 
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duree do 60 a 70 minutes, une temperature de 20°C 
±3°C et urte concentration en soude comprise entre 
0,1 N et 2 N, de preference 1 N. SI Ton augmente !a 
concentration en soude au-dela de 2 N, ou si I'on aug- 
mente le temps de contact au-dela de 2 a 3 heures, 
le point iso-electrlque et la migration electrophoreti- 
que des molecules de collage ne se modifient nette- 
ment. Les proprietes modlf lees des collagenes ren- 
dent alors plus dlfflclles certalnes applications. 

Pour le collagene de type IV en solution et prea- 
lablement f iltre a I'etat dilue sur membranes de poro- 
site inferieure ou eg ale a 1 ,2 micron, les conditions de 
traitement aJcalin sont avantageusemerit una duree 
de 60 a 70 minutes, une temperature de 20°C ±3°C 
et une concentration en soude volslne de 0,1 N. Si 
Ton augmente le temps de traitement alcalin ou la 
concentration en soude au-dela de 0,1 N J a viscoslte 
des solutions de collagene IV dimlnue fortement et ne 
permet plus I'obtentlon de gels de vlscosite suf f Isante 
dans certalnes applications. Pour des applications ln- 
dependantes de la vlscoslte, un traitement par la sou- 
de 1 N est possible et apporte une garantle formelle 
supplemental de I'ellminatlon des ATNC. 

Le coHagene Inactive eat ensuite precipite et Isole 
sous la forme desiree telle que par exemple poudre 
ou gel. 

Le collagene est ainsi obtenu selon une methods 
de preparation qui peut etre of f iciellement validee au- 
pres des autorites reglementaires de la santd. 

Le collagene ainsi obtenu ne presente plus de ris- 
que de transmission d'ATNC meme en cas de conta- 
mination accldentelle des tissus coHagdnlques. Sa 
structure hellcoTdale et moleculaire est preservee. 
Ses proprietes telles que point feo-electrique ou en- 
core viscosite peuvent egalement 6tre preserves*. 

Le coil agene selon I 'invention peut servir a la pre- 
paration de compositions de blomateriaux a usage 
medical ou chlrurglcal tels que prodults Injectables, 
produits hemostatiques, colles biologiques pour la 
liaison de tissus entre euxou avec un biomateriau im- 
plants, produits de comblement, produits cicatrl- 
sants, etc. 

L'invention sera mieux comprise a la lecture des 
examples donnas cnapres a titre lltustratif et non ti- 
mftatif. 

EXEMPLES 

I - PREPARATION DE COLLAGENES 
INTERMEDIA! RES. 

Exempie 1. 

Des collagenes humains de type I, 111 ou IV sont 
extraits selon tea methodes decrttes dans la deman- 
de de brevet francats n° 85 13004, par digestion du 
tlssu place ntaira avec la pepsin e, puis separation et 
purification des trois types de collagene par des pre- 
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cipitations salines a pH acides et neutre. 
Example 2. 

5 Du collagene bovin est prepare a partir de denme 

ou de tendons de jeunes veaux par le procede decrit 
dans la demands de brevet francats n° 81 22691 se- 
lon lequel le collagene est solublllse par action de la 
soude. 

10 Les peaux de veaux proven ant d'animaux frai- 
chement abattus sont lavees a I'eau par brassage 
pendant 1 heure dans une cuve. Le systeme pileux et 
le tissu sous-cutane sont separes du derme & I'aide 
d'une refendeuse a bande rotative. Le derme recupe- 

15 re est hache et broye. Le broyat est Iav6 par trois 
bains successes de tampon phosphate pH 7,8. Entre 
chaque bain, le broyat est separe de la solution par 
centrifugation en continu entre 1000 et 4000 
tours/minute. Le residu est alors rince par deux bains 

20 successors d'eau permutee et le liquide est separe du 
broyat par centrifugation. Ces premiers lavages ser- 
vent a eliminer des substances non collageniques. Le 
tlssu est alors place dans une cuve contenant une so- 
lution de soude 1 N ft une temperature voisine de 

2S +4°C pendant une periode de 1 & 10 Jours. Le milieu 
est ensuite acidifle par I'aclde chlorhydrique jusqu'a 
un pH inferleur a 3, en ajoutant du chlorure de sodium 
de manlere a attelndre une concentration de 100 g/1. 
Le collagene precipite est dialyse contre de I'eau per- 

30 mutes. 

Ce produit ayant subi une attaque alcaline pro- 
longee n'est pas prefere lorsque les proprietes elec- 
trlques de la moleculede collagene doivent etre aussi 
procftes que possible de I'etat initial, et compte tenu 

33 de I'h eterogeneite des molecules obtenues (certalnes 
etant des monomeres, d'autres des polymeres, d'au- 
tres des agregats insolubles, plus ou moins modifies 
en fonction des conditions d'action plus ou moins im- 
portantes de la soude au niveau tissulaire). 

40 

Exemple 3. 

Du collagene bovin est prepare a partir de der- 
mes de jeunes veaux laves comme precedemment et 

46 soumls a une digestion par la pepsine en tampon aci- 
de citrique 0,05 M pH 2,4. La dose de pepsine est 
d'envlron 40 g par kg de tlssu collagenique. La duree 
de la digestion est de 60 heures environ a 17°C ±2°C. 
Comme dans les examples precedents, le colla- 

so gene solublllse est ensuite purifle par precipitation 
saline a pH acids et a pH neutre. Les separations de 
precipite s'effectuent par centrifugation en continu. 

II - INACTIVATION DE COLLAGENES 

99 

Exemple 4. 

Les precipes obtenus selon les exemples 1 ,2 ou 
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3 t de collagene humain ou bovln de type I ou (I! sent 
solubillses en aclda cltriqua 0,05 M a una concentra- 
tion de 1 a 2 g/l. Apres dissolution pendant au mo ins 
8 heures, la solution obtenua estcentrifugee pour eli- 
miner lea agregata Insolubies puis f Jltree sur mem- 5 
branes Jusqu'a una poroslte d 'environ 1 ,2 micron (una 
porosite da 0,45 micron eat pregnable cheque fois 
qu'une stent ite bacteriologique est recherchee). 

La solution acide f iltree est additionnee de chJo- 
rure de sodium a 41 g/l (il faut augmenter la teneur en 10 
chlorure de sodium a 1 00 g/l pour das collagenes pre- 
traitea longuement a la soude), Apres repos pendant 
una nuit a una temperature d'ertvlron 10°C, le preci- 
plte de collagene est recupe>e par centrifugation en 
continu. Le precipite est redissout avec de I'acide 1$ 
chlorhydrique 0,01 Naune concentration d'envlron 8 
g/L La solution llmplde obtenua est neutralises a pH 
7 par addition de soude 2 N. 

On ajoute 1 volume de soude 2 N a 1 volume de 
la solution collagen ique precedents et le melange est 20 
maintenu en agitation pendant 60 a 70 minutes a 
20°C ±3°C, ce qui donne una concentration finale en 
soude de 1 N. 

Le melange est ensuite dilue 5 fols avec de I'eau 
demlneralieee et aussitot neutralist a pH 7,5 avec de 25 
I'acide cltrique 1 M. Le collagene est precipite par 
ajustement a 1 00 g/l de NaCI a 20°C a pH neutre, ou 
par ajustement a 41 g/l de NaCi a pH 2,8 et a 10°C. 

Le preefpitd de collagene est lave a I'acetone 
pour obtenlr une poudre permettant la preparation de 30 
divers blomaterlaux cortnus salon les methodes clas- 
slques. 

Exemp/e & 

35 

Pour (e collagene de type IV, on precede comma 
a I'exemple 4 a la seule difference que la concentra- 
tion finale en soude est reduite a une valeur de 0,1 N. 

Ill - TEST D'EFFICACITE DU PROCEDE SELON 40 
L'iNVENTION. 

Pourtester I'eff Icaclte du procede, on peut prepa- 
rer des collage nes a partir de dermes ou de placentas 
prealablement melanges avec un poids de 1/10° de 45 
cerveau de souris infectee par la souche de tremblan- 
teNlHC 508/M3 au sixleme passage et tit rant environ 
1 0* DL50/g de broyat de cerveau. 

Les poudres acetoniques de collagene obtenues 
selon les exemples precedents sent digerSes a la col- so 
lagenase de maniere a obtenir une solution fluids non 
toxlque pour le cerveau, et Injectees en totalite par 
fractions de 20 pi a des souris par vole Intracerebral, 
au niveau de I'hlppocampe droit. 

On verif iera I'absence de symptomes d'encepha- 55 
lite ajgfle degenerative apres un recul de 18 mote, 
alors que les souris terrains sont toutes mortes. 
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Revindications 

1. Procede pour la preparation de collagenes dans 
lequeJ on extrait les tissus collageniques et on so- 
lubilise le collagene, le collagene etant soumis a 
un traitement alcalin, 

caracterisd en ce que, en vue de I'elimlnatlon des 
ATNC, II com p rend [es etapes conslstant a : 

- el (miner les debris tissulaires ou cellulalres 
presents dans la solution de collagene ob~ 
tenue ; 

- soumettrele collagene en solution a un trai- 
tement alcalin ; 

- Isoler le collagene exempt de risques de 
transmission d'ATNC. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en 
ce que les tissus collageniques sont d'origi'ne ani- 
male ou humaine. 

3. Procede selon Tune quelconque des revendica- 
ttons 1 et 2, caracterisd en ce que Ton solubilise 
le collagene par digestion enzymatique. 

4. Procede selon I'une quelconque des revendica- 
tions 1 et 2, caracterise en ce que Ton solubilise 
le collagene par traitement alcalin prolonge des 
tissus collageniques. 

5. Procedd selon rune quelconque des revendlca- 
tions prec6dante8, caracterise en ce que 

pour eJiminerles debris tissulaires ou celluiaires, 
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on firtre la solution do collagene eur une membra- 
ne de porosite Inferlaure ou egale a 1 ,2 micron. 

6. Procede seion la revendication 5, caracterise en 

ce que la filtration est realiseesur une membrane s 
de porosite d'envtron 0,45 micron. 

7. Precede selon Fune quelconque des revendfea- 
tions precedents, caracterls6 en ce que Ton sou- 
met le collagene en solution debarasse des de- 10 
bris tissulalres ou cellulaires a Paction de la sou- 
da a una concentration comprise entre 0,1 N et 

2 N pendant environ 1 heure a une temperature 
de rordre de 20°C. 

15 

8. Procede selon la revendication 7, caracterise en 
ce que pour du collagene de type I ou III, on utilise 
de la soude de preference a une concentration 
d'environ 1 N. 

20 

9. Precede selon la revendication 7, caracterise en 
ce que pourdu collagen e de type IV, on utilise de 
(a soude a une concentration d'environ 0,1 N. 

10. Collagene, sous forme de poudre ou de gel. ob- 26 
tenu par le procede selon Tune quelconque des 
revendfcatlons 1 a 9. 

11. Biomateriau realise a partir de collagene obtenu 

par le procede selon Tune quelconque des reverv 30 
dications 1 a 9. 
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